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摘要 :利用 H5 亚型禽流感病毒血凝素抗原快速检测试剂“H52HA (Ag) Dot2EL ISA ( H52Dot)”对来自陆禽、水禽的
484 份气管拭子、泄殖腔拭子和粪便拭子标本进行检测 ,结果 : ①不同采集方式的 H5N1 阳性标本的检出率高低有
别 ,气管拭子的检出率最高 ,泄殖腔拭子次之 ,粪便拭子最低 ( P < 0105) ,因此建议现场采样时应尽可能采集气管
拭子标本 ; ②陆禽标本检出率显著高于水禽标本 ( P < 0105) ,对病毒培养阳性的陆禽气管拭子检出率达 80 %(95 %
CI :7016 % ～ 8718 %) ,对水禽气管拭子标本的检出率为 38 %(95 %CI :2619 % ～ 4914 %) ,可能与标本中病毒滴度
高低有关 ; ③有症状与无症状陆禽标本的检出率无显著差异。另外 , H52Dot 试剂对 333 份非 H5 病毒气管拭子标
本的特异性为 9914 %(95 %CI :9719 % ～ 9919 %) 。这些结果表明 , H52Dot 是一种较为可靠的 H5 亚型禽流感病
毒早期快速检测方法 ,在缺乏仪器设施和高素质专业技术人员的 H5N1 禽流感病毒防控第一线具有重要推广价
值。
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　　高致病性 H5N1 禽流感病毒属正粘病毒科甲
型流感病毒属 ,其基因组由八条单链负义 RNA 片
段组成[1 ] 。甲型流感病毒根据病毒表面糖蛋白血凝
素 ( HA)和神经氨酸酶 (NA) 的抗原性不同可分为
16 个 H 亚型 ( H1 ～ H16) 和 9 个 N 亚型 ( N1 ～
N9) [2 ] 。H5N1 禽流感病毒不仅对陆禽有高致死
性 ,1997 年还在香港首次引发传人事件 ,造成 18 人
感染 ,6 人死亡[ 3 , 4 ] 。2003 年初 , H5N1 禽流感病毒
在香港再次引发 2 人感染 ,其中 1 人死亡[5 ] 。2003
年底 , H5N1 禽流感疫情在东亚和东南亚地区持续
暴发 ,2005 至今又逐渐蔓延到俄罗斯、欧洲、中东、
非洲和南亚地区 ,给世界各国的农业经济和公共卫
生带来严重威胁[6 ] 。据 W HO 官方最新统计 (截止
至 2006 年 7 月 14 日) ,已有 10 个国家的 230 人感
染 H5N1 禽流感病毒 ,其中 132 人死亡[7 ] 。因此 ,监
测可疑禽鸟和病人 ,在第一时间内发现 H5N1 病毒











展早期疫情的现场筛检。根据 2001 ～ 2003 年香港
H5N1 疫情控制经验 ,Directigen Flu A + B (BD) 抗
原快速检测试剂对疫情的早期发现有帮助[9 ] ,但其
缺点是只能测定流感病毒的型别 (即甲、乙、丙或 A、
B、C 型) ,而不能直接测定病毒的 H 亚型。由于 16








484 份 H5N1 病毒培养阳性的气管拭子、泄殖腔拭
子和粪便拭子标本及 333 份非 H5 亚型拭子标本分






绍参见文献 [12 ] ,分别来自 2001 ～ 2003 年香港 H5N1 禽流
感疫情暴发期间的病禽或无症状禽 ,华南地区活禽市场中的
无症状禽 ,华南地区越冬侯鸟。病毒标本用棉拭子采集后 ,
先浸入病毒输送液 ( Viral t ransport media ,V TM) 暂时保藏
于 4°C 条件下 ,运抵实验室后再转移入270°C 冰箱永久保藏。
病毒标本的鉴定采用鸡胚培养法定性 ,并用不同亚型的甲型
流感病毒标准抗血清鉴定分型 [13 ] 。本研究所用标本包括
484 份 H5 亚型病毒标本和 333 份非 H5 亚型病毒标本。
2 　 H52HA( Ag) Dot2ELISA 的检测 　取出病毒拭子标本浸
出液融化后 ,根据试剂盒说明书进行检测。①标本预处理 :
取 200μl 待测拭子标本浸出液加入样品处理装置中 ,滴入
14 滴裂解液并充分混匀 ; ②加样 :将上述预处理样品全部滴
入样品检测区 ,待样品完全渗滤干净后 ; ③加入酶标抗体 :在
检测区继续滴入 4 滴标记 HRP 的酶标抗体试剂 ,待完全渗
滤干净后静置 2 min ; ④洗涤 :用洗涤液洗涤 3 遍 ; ⑤显色读
值 :待所有液体渗滤干净后 ,滴入 2 滴显色液显色 3 min 后
判定结果。整个检测周期约 30 ～ 40min。
3 　统计学分析 　采用二项式法计算各指标灵敏度和特异
度的 95 %可信区间 (95 % CI) ,采用多层卡方检验 ( Chi2
square (χ2 ) test)和 Fisher’s 精确检验分析各指标间的灵敏
度差别 ,所有计算均用 SPSS 软件完成 (Version 11. 0 , SPSS
Inc. ) 。
结　　果
1 　H52HA( Ag) Dot2EL ISA 对来自不同宿主、不同
采样方式的 H5 N1 病毒阳性现场标本的检测
用 H52Dot 试剂检测经病毒培养确证为 H5N1
病毒阳性的病禽或无症状禽的现场标本 (表 1) ,结
果 : ①有症状和无症状陆禽的检出率没有统计学差
异 ,其中无症状陆禽的气管拭子标本和泄殖腔拭子
标本的检出率分别为 88 %和 86 % ,而有症状陆禽的
气管拭子标本检出率为 80 % ; ②陆禽检出率显著高
于水禽 (χ2 M2H Te/ Aq = 19178 , P < 0101) ,陆禽
和水禽气管拭子检出率分别为 80 % ( 95 % CI :
7016 % ～ 8717 %) 和 38 % ( 95 % CI : 2619 % ～
4914 %) ,而陆禽和水禽泄殖腔拭子检出率分别为
64 % (95 %CI :3511 % ～ 8712 %) 和 18 %(95 %CI :
1118 % ～ 2511 %) ; ③不同采集方式的阳性标本存
在灵敏度差别 ,气管拭子标本检出率最高 ,其次是泄
殖腔拭子标本 ,粪便标本检出率最低 ,差别均有统计
学意义 ( P < 0101) 。
表 1 　H52HA ( Ag) Dot2ELISA试剂对来自不同宿主的三种不同类型的 H5 N1 禽流感病毒现场标本的检测
Table 1 　Detection of three kinds of avian H5N1 positive field samples f rom different host s with H52HA (Ag) Dot2EL ISA
Host type Host stat us Result s Trachea swab Cloacae swab Fecal swab
Terrest rial Diseased Positive 66 3
Negative 17 4
Sensitivity 80 % 43 %
(95 %CI) (691 228716) (101 02811 6)
Asymptomatic Positive 7 6
Negative 1 1
Sensitivity 88 % 86 %
(95 %CI) (471 429917) (421 12991 6)
Total Sensitivity 80 % 64 %
(95 %CI) (701 628718) (351 12871 2)
Aquatic Asymptomatic Positive 29 25 11
Negative 48 116 150
Sensitivity 38 % 18 % 7 %
(95 %CI) (261 924914) (111 82251 1) (3152111 9)
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2 　 H52HA( Ag) Dot2EL ISA试剂对非 H5 亚型病毒
气管拭子的特异性
用 H52Dot 检测 333 份非 H5 亚型病毒气管拭
子标本 (表 2) ,结果仅 2 份阳性 ,特异性为 9914 %。
表 2 　H52HA( Ag) Dot2ELISA检测非 H5 气管拭子现场标本
的特异性
Table 2 　Specificity of H52HA (Ag) Dot2EL ISA determined
with non2H5 trachea swab samples
Virus 3 Positive/ No. tested Specificity (95 %CI)
H1 　　2/ 111 　　98. 2 %
H3 　　0/ 110 　　100 %
H4 　　0/ 6 　　100 %
H6 　　0/ 15 　　100 %
H7 　　0/ 1 　　100 %
H8 　　0/ 1 　　100 %
H9 　　0/ 53 　　100 %
H11 　　0/ 5 　　100 %
H12 　　0/ 1 　　100 %
NDV 　　0/ 30 　　100 %
Total 　　2/ 333 991 4 % (9719 %29919 %)






的 H5N1 病毒培养液均能检出 ,检测灵敏度为 0101
～1 HA 滴度 ,对非 H5 亚型禽流感标准病毒株的特




(表 1) ,主要与当前 H5N1 禽流感疫苗的大规模接
种 ,使得家鸡等陆禽发病率大为降低而影响了病毒
分离率有关 ;而且 H5N1 对陆禽有高致病性 ,陆禽







高致病性 H5N1 禽流感病毒的能力 ,病毒可在其体
内长时期低效率复制[14 ] 。对于陆禽标本 ,有症状陆
禽与无症状陆禽的检出率没有明显差别 ,前者主要
来自家鸡 ,后者的宿主来源包括鹌鹑、银丝鸡、山鹑、







本的检出率最高 (平均为 80 % ,95 %CI : 7016 % ～
8718 %) ,泄殖腔拭子标本的检出率较低 (平均为
64 % ,95 %CI :3511 % ～ 8712 %) ,前者检出率显著
高于后者 ;而水禽气管拭子标本的检出率也比泄殖
腔拭子标本高 ,前者为 38 % ( 95 % CI : 2619 % ～
4914 %) , 后 者 为 18 % ( 95 % CI : 1118 % ～
2511 %) 。提示气管拭子标本中病毒含量高于泄殖
腔拭子标本中病毒含量 ,而气管拭子标本采自下呼
吸道 ,这和最近研究发现的 H5N1 禽流感病毒感染
人类的主要受体细胞位于人类下呼吸道有一定的相
关性[15 , 16 ] ,提示病毒在禽鸟的下呼吸道可能也具有
较高的复制效率 ,带毒量较高。研究结果显示该试





另外 ,该快速检测试剂对 333 份非 H5 亚型病
毒气管拭子标本进行检测显示出优异的特异性。值
得注意的是 ,仅有的 2 份假阳性标本均为 H1 亚型 ,
可能与 H5、H1 两种 H 亚型的 HA 基因在遗传进
化上关系较为亲近有关[17 ] ,但此试剂对 111 份 H1
亚型标本仅出现 2 份假阳性 ,特异性为 9812 %
(95 %CI :9316 % ～ 9918 %) ,对余下的 222 份 H3、
H4、H6、H7、H8、H9、H11、H12 和 NDV 病毒则具
有 100 %特异性 ,这足以去除对此试剂特异性的不
必要担忧。
H52Dot 试剂利用自主研发的 H5 特异性广谱
单抗[18 ]对 H5 亚型病毒做直接测定 ,解决了目前商
业化甲型流感病毒快速抗原检测试剂不能在第一时
间判断是否 H5 亚型流感病毒的缺陷。但流感病毒
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据此及时更新该试剂所使用的单抗是十分必要的。
总之 ,本文研究数据表明 H52Dot 试剂是一种
有效的 H5 亚型禽流感病毒抗原快速检测试剂 ,无




需要 ,有助于提高防控第一线对 H5N1 禽流感疫情
的检测效率和快速应对能力。但疫情的最终确诊仍
离不开传统的病毒分离确证手段。可以预见 , H52
Dot 试剂将对 H5N1 禽流感疫情进行现场早期筛查
发挥重要作用。
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Evaluation of H52HA ( Ag) Dot2EL ISA for Detection of
H5 N1 Virus in Field Samples
CH EN Yi2xin1 , L UO Hai2feng1 , XU Fei2hai1 , GE Sheng2xiang1 , CH EN Zi 2min1 ,
GUO Yong2li1 , WAN G Jia2 , L UO Wen2xin1 , WU Ting1 , ZHAN G J un1 ,
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Center of Medical Molecular V i rology of Fuj ian Province , X iamen Universi t y , X iamen 361005 , China;
2 . J oint I nf l uenz a Research Center ( S UM C & H KU) , Medical College of S hantou Universit y , S hantou 515031 , China;
3 . S t ate Key L aboratory of Emerging I n f ect ious Diseases , Department of Microbiology , The Universit y of
Hong Kong , Pok f ulam , Hong Kong S A R , China)
Abstract :Detection of 484 H5N1 positive field samples (t rachea swabs , cloacae swabs and fecal swabs) ob2
tained f rom terrest rial and aquatic poult ry using a rapid antigen detection test , H52HA (Ag) Dot2EL ISA
( H52Dot) , for direct and rapid detection of hemagglutinin antigen (Ag) of H5 subtype avian influenza vi2
rus was carried out . By using H52Dot , it was shown that : ①The sensitivity was different in detecting field
samples with varied sample sources , where t rachea swab was higher t han cloacae swab , and fecal swab was
t he lowest ( P < 0. 05) , which might be associated with variation of virus excretion titers. So , t rachea swab
is the best sample for detection of field H5 avian influenza virus by using t his method ; ②The sensitivity
for H52positive swab samples f rom terrest rial poult ry was significantly higher t han t hat f rom aquatic poul2
t ry ( P < 0. 05) , which was 80 % (95 %CI :70. 6 % 2 87. 8 %) and 38 % (95 %CI :26. 9 % 2 49. 4 %) for t rachea
swabs respectively ; ③Sensitivity had no difference in detecting swab samples f rom diseased or asympto2
matic terrest rial poult ry. It also showed t he nice specificity of 99. 4 % (95 %CI :97. 9 % 2 99. 9 %) for 333
non2H5 t rachea swab samples. These result s suggest t hat H52Dot is an acceptable detection test for routine
screening of H5N1 infection in t he fields.
Key words : avian influenza virus ; H5N1 ; HA ; rapid antigen detection ; swab ; host
Corres ponding author : X IA N ing2shao , Tel :86259222184110 ; Fax : 86259222181258 ; E2mai l : ns x ia @x mu. edu. cn
·59·　2 期 　　　　　　　　陈毅歆等 : H5N1 禽流感病毒血凝素抗原快速检测试剂对不同现场标本的检测比较
